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SEZNAM OKRAJŠAV 
AB Alzheimerjeva bolezen 
ACh acetilholin 
ATC acetiltioholin 
AChE acetilholinesteraza 
Aβ amiloid-β 
AChEI inhibitor acetilholinesteraze 
eqBChE butirilholinesteraza izolirana iz konjskega seruma 
bpy 2,2'-bipiridin; bipy 
ChE holinesteraza 
ChEI holinesterazni inhibitor 
dH2O deionizirana voda 
DMSO dimetil sulfoksid 
DTNB 5,5-ditiobis(2-nitrobenzojska kislina), Ellmanov reagent 
EE encimska enota 
eeAChE acetilholinesteraza izolirana iz električne jegulje 
EtOH etanol 
GST glutation S-transferaza 
IC50 koncentracija inhibitorja, ki zniža aktivnost encima na polovico 
Im imidazol 
In indazol 
Ki Konstanta inhibicije, odraža vezavno energijo med encimom in inhibitorjem 
NAMI-A ([ImH][transRuCl4(dmso-S)Im]) 
NMDA N-metil-D-aspartatni receptor 
p-cimen para-izopropilmetil benzen 
PF6 heksafluorofosfat 
pH negativni desetiški logaritem molarne koncentracije oksonijevih ionov 
phen 1,10-fenantrolin 
pta 1,3,5-triaza-7-fosfoadamantan 
Ser-Glu-His serin-glutaminska kislina-histidin, S-E-H 
CŽS centralni živčni sistem 
1 
Ristovski S. Vrednotenje izbranih rutenijevih kompleksov kot pot. zaviralcev holinesteraz in glutation S-transferaz. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
1 UVOD 
Človeška populacija se stara. Proces staranja poleg fizičnih spremljajo tudi nevrološke 
spremembe. Ena izmed bolezni, ki jo povezujemo s staranjem, je Alzheimerjeva bolezen 
(AB) in z njo povzročena demenca. Bolezen je neozdravljiva, saj gre za nevrodegenerativno 
bolezen, ki jo spremlja počasni razpad vseh nevrotransmiterskih sistemov v možganih. 
Zaenkrat poteka zdravljenje simptomatsko. Trenutno okoli 50 milijonov ljudi na svetu  
boleha za AB. Strokovnjaki predvidevajo, da se bo število obolelih do leta 2050 potrojilo. 
Skrb vzbujajoče številke kažejo, da je AB resen ekonomski in socialni problem, zato iskanje 
novih zdravil in terapij za zdravljenje predstavlja enega izmed največjih izzivov sodobne 
medicine in farmakoterapije (Patterson, 2018).  
Veliko breme družbe poleg AB predstavljajo tudi rakava obolenja. Na spletni strani 
Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) je objavljeno, da letno 9,6 milijonov ljudi umre 
za rakom in da je 1 od 6 zabeleženih smrti povezana z rakom. Po podatkih Registra raka 
Republike Slovenije je v Sloveniji leta 2016 (SLORA) za rakom umrlo 6247 ljudi. Podatki 
po posameznih tipih raka so predstavljeni na Sliki 1. Vrst rakov je še veliko več. Pri 
določenih tipih človeških trdnih tumorjev (dojke, jajčnikov, debelega črevesja in trebušne 
slinavke) pride do prevelikega izražanja encima glutation S-transferaze (GST) (biomarker 
teh tipov obolenj), zato lahko z njegovo inhibicijo omejimo proces nastanka rakavih obolenj 
(Tsuchida in Sato, 1992).  
Rak je poligenska bolezen, katero karakterizira nekontrolirana delitev celic, ki se hitro širijo 
v okoliško tkivo in so sposobne metastaziranja oz. migriranja do oddaljenih tkiv. Proces 
kancerogeneze je večstopenjski (iniciacija, promocija in progresija), ki se prične v eni 
somatski celici kot posledica akumulacij mutacij določenih genov, ki so vključeni v kontrolo 
celičnega cikla, diferenciacije, apoptoze in popravljalnih mehanizmov DNA ter epigenetskih 
dejavnikov (npr. kancerogeni dejavniki kemičnega izvora, virusi, sevanje). Mutacije 
povzročijo transformacijo iz normalne celice v tumorsko celico. Zaradi hitrega 
pomnoževanja in visoke stopnje mutabilnosti ter posledično hitrega razvoja rezistence je 
razvijanje uspešnih metod in učinkovin za zdravljenje izredno težavno (Strojan in Hočevar, 
2018).  
Razvoj kemoterapevtikov, ki vsebujejo kovino, se prične z Rosenbergovim (1969) 
naključnim odkritjem molekule s protitumorskim delovanjem – cisplatina (cis-PtCl2(NH3)2). 
Odkritje je spodbudilo razvoj koordinacijske, bioanorganske in medicinske kemije in 
pripomoglo k nastanku veliko novih kovinskih kompleksov (Antonarakis in Emadi, 2010; 
Barry in Sadler, 2013). Za cisplatinom, ki je v klinični uporabi od leta 1978 in predstavlja 
enega izmed najbolj prodajanih zdravil proti raku na svetu (Pizarro in sod., 2009), odkrijejo 
tudi druge spojine platine s protitumorskim učinkom – karboplatin in oksaliplatin (Slika 2). 
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Vendar veliko težavo pri zdravilih iz platine predstavlja pojav odpornosti proti njim, njihova 
močna nevrotoksičnost in nefrototoksičnost ter ostali resni negativni stranski učinki pri 
zdravljenju. Naštete lastnosti so spodbudile zanimanje raziskovalcev in sprožile raziskave 
ter razvoj kompleksov z drugimi kovinskimi prehodnimi elementi: železom, bakrom, 
titanom, galijem, zlatom, rodijem, iridijem in rutenijem (Clarke in sod., 1999; Galanski in 
sod., 2005; Abid in sod., 2016).  
Organokovinski kompleksi so definirani kot kompleksi med kovino in ogljik vsebujočimi 
spojinami, ki so med sabo povezani z vsaj eno kovalentno vezjo. Vsebujejo centralni 
kovinski ion na katerega so s koordinacijskimi vezmi povezani organski ligandi. Čeprav so 
bili nekoč v uporabi predvsem kot katalizatorji, se jih sedaj raziskuje tudi za potencialno 
uporabo v medicini, predvsem zaradi njihovih fizikalno-kemijskih lastnosti. Organokovinski 
kompleksi imajo raznoliko strukturo in zelo pestro stereokemijo v primerjavi z organskimi 
spojinami. Z racionalnim dizajnom ligandov lahko kontroliramo ključne kinetične lastnosti, 
kot je npr. hidroliza liganda. Takšne spojine so kinetično stabilne, relativno lipofilne in 
centralni kovinski atom ima dostopnih več različnih oksidacijskih stanj. Vse naštete lastnosti 
so uporabne pri protitumorski aktivnosti oz. za blaženje simptomov AB (Gasser in 
Metzler-Nolte, 2011).  
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Slika 1: Umrljivost za rakom v Sloveniji leta 2016, skupno za moške in ženske (Register raka Republike 
Slovenije, 20. 8. 2019) 
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Nas so v okviru naloge zanimali predvsem rutenij in njegovi kompleksi, ki so potencialno 
bistveno manj toksični v primerjavi z ostalimi kovinskimi kompleksi (Ang in Dyson, 2006). 
Jakupec in sod. (2008) so v raziskavi povzeli koristi uporabe rutenija in te vključujejo:  
− dobro razvito sintezo koordinacijskih spojin, ki zagotavlja zanesljive poti do novih 
spojin;  
− hitrost izmenjave liganda, ki je pogosto primerljiva s hitrostjo izmenjave pri platini 
oziroma se lahko prilagodi z usklajevanjem ustreznih pomožnih ligandov;  
− oktaedrična koordinacijska geometrija v nasprotju s kvadratno-planarno geometrijo 
platinskih(II) kompleksov, pomeni drugačno reaktivnost in način delovanja od 
cisplatina;  
− dostopnost oksidacijskih stanj (II, III in IV) pri fizioloških pogojih;  
− lastnost rutenija, da posnema železo pri vezavi na biomolekule, kot sta transferin in 
albumin, ki rutenijeve spojine naredijo manj toksične od platinovih. 
Encimi so pomembne tarče zdravilnih učinkovin. Iz nekoč na spletu dostopne proteinske 
baze podatkov za identifikacijo tarčnih učinkovin PDTD (angl. potential drug target 
database) lahko na Sliki 3 vidimo porazdelitev tarč, ki jih ciljajo učinkovine. Največji 
odstotek predstavljajo encimi. Z njihovo inhibicijo lahko omilimo simptome bolezni, kot je 
npr. Alzheimerjeva bolezen, ali ustavimo kaskado dogodkov, ki vodijo v razvoj rakavih 
obolenj. 
 
 
Slika 2: Kemijske strukture različnih kompleksov platine 
Slika 3: Porazdelitev tarč zdravil glede na biokemijske kriterije (Gao in sod., 2008) 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RUTENIJEVI KOMPLEKSI IN NJIHOVA BIOLOŠKA AKTIVNOST 
Kemijski slovar Slovenskega kemijskega društva (SKD) definira ruténij kot "element iz 
skupine platinskih kovin, srebrno bela žlahtna kovina, simbol Ru, uporablja se v zlitinah s 
platino in iridijem za električne kontakte, odporne proti obrabi, za katalizatorje". 
Rutenij ima atomsko število 44 in je prehodna kovina z visokim tališčem. Uvrščamo ga med 
elemente d-bloka,v VIII stransko skupino periodnega sistema elementov skupaj z železom, 
osmijem in radioaktivnim elementom hasijem. Elektronska konfiguracija elementa je 
Ru : [Kr] 4d75s1 (Strohfeldt, 2015). 
Zgodovina raziskav rutenijevih kompleksov in zmožnosti inhibicije holinesteraz se je začela, 
ko so Dwyer in sod. (1952) prvič opisali biološko aktivnost dveh rutenijevih kompleksov, 
Ru(phen)3(ClO4)2 in Ru(trpy)2I2. Nekaj let pozneje sta raziskovalca Koch in Gallagher 
(1959) objavila raziskavo o inhibitorju acetilholinesteraze – 10-fenantrolin rutenijevem (II) 
perkloratu.  
Danes vemo, da rutenijevi kompleksi inhibirajo različne encime: protein kinaze 
(Pim-1 kinaza), holinesteraze (AChE in BChE), karbonske anhidraze, glutation 
S-transferaze, topoizomeraze II in HIV-1 reverzne transkriptaze (Antonarakis in Emadi, 
2010; Che in Siu, 2010; Kilpin in Dyson, 2013). 
 
 
Biološka aktivnost rutenijevih kompleksov ni popolnoma razjasnjena, si jo pa vsaj v 
nekaterih primerih, trenutno razlagamo s pomočjo teorije aktivacije z redukcijo. To pomeni, 
da v reducirajočem okolju poteče biotransformacija rutenija (III) v rutenij (II). To se zgodi, 
ker naj bi Ru(III) spojine bile veliko bolj inertne od njihovih Ru(II) analogov (Antonarakis 
in Emadi, 2010). 
Slika 4: Strukture obetajočih Ru(III) kompleksov NAMI-A in KP1019 ter Ru(II) kompleksa RAPTA-C 
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V dosedanjih študijah prehodnih kovinskih kompleksov s protitumorskimi lastnostmi so se 
najbolj izkazali Ru(III) kompleks NAMI-A, ki ima zaključeno II. fazo klinične študije, 
KP1019/NKP1339 (Slika 4) in TLD1433 pa sta pred kratkim bila vključena v klinične 
študije (Thota in sod., 2018), medtem ko se jim bo morda Ru(II) kompleks RAPTA-C 
priključil kmalu (Murray in sod., 2016). Obetajoči sta tudi spojini ONCO4417 in DW1/2 
(Antonarakis in Emadi, 2010). 
Za rutenijev (III) kompleks NAMI-A, [ImH][trans-RuCl4(DMSO)(Im)], ki je bil sintetiziran 
v laboratoriju dr. Alessia z Univerze v Trstu, je dokazano, da je zelo selektiven za metastaze 
trdnih tumorjev, obenem pa ima nizko toksičnost pri farmakološko učinkovitih dozah 
(Alessio in sod., 2004; Bergamo in Sava, 2007). Kompleks NAMI-A je prvi rutenijev 
kompleks, ki je vstopil v klinične študije. Mehanizem njegovega delovanja vključuje 
interakcijo z regulatorji celičnega cikla, tako da prehodno akumulira celice v G2/M fazi 
celičnega cikla, zavre metaloproteinaze matriksa, poveča zunajcelični matriks okoli 
tumorskega tkiva in tako prepreči širjenje neoplastičnih celic v okoliška tkiva ter ima s 
koordinacijskim vezanjem na nukleinske kisline direkten vpliv na DNA tumorske celice 
(Antonarakis in Emadi, 2010). Sorodni Ru(III) kompleks, ki je bil sintetiziran v laboratoriju 
dr. Kepplerja z Univerze na Dunaju, KP1019, [InH][trans-RuCl4(In)2], in njegov analog 
natrijeve soli NKP1339, sta tudi vstopila v klinično študijo zatem, ko so bile na celičnih 
linijah odkrite citotoksične lastnosti proti cisplatinu odpornega raka debelega črevesa in 
drugih oblik tumorjev. NKP1339 je trenutno zaradi dobre topnosti v vodi najbolj obetajoč 
za nadaljnje faze kliničnega razvoja (Trondl in sod., 2014).  
Najnovejše raziskave rutenijevih spojin s protitumorskim delovanjem se osredotočajo 
predvsem na rutenijeve (II) arenske komplekse oz. [(η6-arene)Ru(L1)(L2)(L3)]n+ 
organokovinske spojine pri katerih L1-3 predstavljajo vezavna mesta, ki jih zasedajo mono-, 
bi- in tridentatni ligandi. Eden takšnih je RAPTA-C, ki ima na rutenij vezan 
1,3,5-triaza-7-fosfoadamantanov (pta) ligand, zaradi česar se je celotna spojina izkazala kot 
dober kemoterapevtik, ki cilja proteine.  
Leta 2006 so objavili študijo, ki je razložila odnos strukture in aktivnosti organorutenijevih 
kompleksov, s čimer so postavili temelje za boljše razumevanje mehanizma delovanja 
(Habtemariam in sod., 2006). Da bi razkrili način delovanja rutenijevih kompleksov, so bile 
izvedene obsežne preiskave, ki so pokazale, da so cimenski kompleksi rutenija bolj nagnjeni 
k vezavi na proteine kot na DNA. Proteomska analiza je pokazala, da lahko rutenijevi 
kompleksi ciljajo mitohondrijske proteine, citosolne proteine, proteine intermediarnih 
filamentov in nukleoproteine (Babak in sod., 2016). Rutenijevi kompleksi imajo tudi visoko 
afiniteto do serumskih proteinov, proteinov ki transportirajo kovine in encimov, povezanih 
s tumorji. Zaradi vseh zgoraj omenjenih tarč, lahko spojine z rutenijem predstavljajo 
potencialna večtarčna zdravila (Wang in sod., 2014; Thota in sod., 2018). 
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2.2 HOLINESTERAZE 
Holinesteraze so družina α/β hidrolaznih proteinov, ki katalizirajo hidrolizo holinskih estrov 
v holin in organsko kislino. Med holinesteraze uvrščamo več encimov, med njimi 
najpogosteje proučevana: acetilholinesterazo (AChE) in butirilholinesterazo (BChE). Skupaj 
spadata v superdružino karboksilesteraz in jih najdemo pri mnogo vrstah v kraljestvu živali. 
Izvorno naj bi se pojavile pri ploskih črvih stotine milijonov let nazaj. Danes vemo, da imajo 
višji vretenčarji en AChE gen in BChE gen, medtem ko se lahko pri nižjih živalih izraža več 
genov samo enega ali obeh. 
AChE in BChE imata podobno kemijsko strukturo. Osnovno strukturo tvori 12 β ploskev, 
ki so obkrožene s 14 α vijačnicami. Delita si več kot 50 % homolognih sekvenc, imata tudi 
sorazmerno podobni terciarni in kvartarni strukturi in vsebujeta katalitsko triado, ki je 
sestavljena iz aminokislinskih ostankov Ser-His-Glu, ki se nahaja na dnu 2 nm globokega 
aktivnega mesta znotraj terciarne strukture. Na tem mestu sta tudi dve podregiji imenovani 
estrsko mesto in anionsko mesto. Funkcija estrskega mesta je hidroliza estrske vezi. 
Anionsko mesto pa je sestavljeno iz aminokislin triptofana (Trp), tirozina (Tyr) in 
fenilalanina (Phe) in se veže na kvartarni dušikov atom acetilholin (ACh) ter ga tako 
stabilizira na aktivnem mestu (Pope in Brimijoin, 2018).  
Holinesteraze, še posebej AChE, so glavni akterji v holinergični transmisiji. Reakcija je 
nujna, da se holinergični nevron lahko povrne v mirujoče stanje po aktivaciji. ACh je prvi 
identificirani nevrotransmiter, ki je vključen pri vseh holinergičnih nevronih. Nastane v 
katalitski reakciji holinske transferaze iz holina in acetilkoencima A (acetil CoA), ki je 
intermediat degradacije glukoze in maščobnih kislin. Holinergični nevroni so pomemben del 
perifernega in CŽS, saj so skoraj vse regije v možganih oživčene z njimi. Iz tega sklepamo, 
da je holinergična transmisija odgovorna za modulacijo pomembnih možganskih funkcij, 
kot so učenje, spomin, odgovor na stres, budnost in spanje ter obdelava senzoričnih 
informacij (Ferreira-Vieira in sod., 2016).  
2.2.1 Acetilholinesteraza (AChE; EC 3.1.1.7) 
AChE je znana tudi kot acetil hidrolaza in je serinski proteazni tip encima. Ima glavno vlogo 
pri regulaciji holinergične nevrotransmisije v možganih, skeletnem mišičju in avtonomnem 
živčnem sistemu pri vretenčarjih. Tridimenzionalno strukturo AChE iz električnega skata 
(Torpedo californica) je z rentgensko analizo prvi predstavil J. L. Sussman (1991). Gre za 
enega izmed katalitsko najbolj učinkovitih encimov v naravi, saj vsaka molekula AChE 
lahko hidrolizira 25000 molekul ACh na sekundo, kar je primerljivo s hitrostjo difuzije. 
AChE je večinoma v obliki amfifilnega tetramera, zasidranega na plazemsko membrano v 
sinaptični špranji preko glikozil fosfatidilinozitolnega sidra. Lahko je tudi prosta oz. 
neamfifilna (Silman in Sussman, 2005; Pohanka 2011). Vsak tetramer vsebuje eno aktivno 
mesto ali žep. 
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Aktivno mesto AChE sestavlja več delov: 
− anionsko mesto (AS, angl. anionic site) lahko veže pozitivno nabito kvartarno 
amonijevo skupino iz ACh; 
− estrsko mesto (ES, angl. esteric site, estrsko mesto) vsebuje katalitične triade treh 
aminokislin (serina, histidina in glutamata) in sodeluje pri hidrolizi estrske vezi; 
− oksianionska luknja z donorji vodikovih vezi stabilizira tetraedrski intermediat ACh; 
− acilni žep, ki vsebuje fenilne (Phe) ostanke. Ti so regulatorji velikosti substrata, ki 
vstopa v aktivni žep;  
− periferno aktivno mesto (PAS, angl. peripheral anionic site) se nahaja na vhodu 
aktivnega žepa in interagira s kvartarno skupino ACh in skrbi za pravilno orientacijo 
vstopajočega substrata; 
− aromatski del aktivnega žepa, ki ga sestavljajo aromatski aminokislinski ostanki. 
Slednji prekrivajo približno 60 % aktivnega žepa in s tem pomagajo substratu do 
lažjega stika z aktivnim mestom (Sussman in sod., 1991; Greenblatt in sod., 2003; 
Houghton in sod., 2006; Silman in Sussman, 2008).  
Kompleksnost aktivnega mesta AChE se kaže v različnih načinih interakcije s strukturno 
drugačnimi spojinami, ki lahko delujejo kot njeni inhibitorji. Tako so inhibitorji lahko 
ireverzibilni ali s počasno vezavo, ki delujejo na aktivno mesto s fosforilacijo ali 
karbamilacijo serina (npr. bojni strupi in karbamatni insekticidi) ali pa nekovalentni 
reverzibilni inhibitorji, ki se lahko vežejo na anionsko mesto, periferno anionsko mesto ali 
aromatski del aktivnega žepa. Običajno imajo reverzibilni inhibitorji AChE kondenzirano 
aromatsko jedro in kvartarni amonij ali dušik vezan kot heteroatom (Greenblatt in sod., 
2003). 
 
Slika 5: Aktivno mesto AChE. Anionsko mesto (AS) in estrsko mesto (ES). Periferno anionsko mesto (PAS, 
angl. peripheral anionic site). Mehanizem hidrolize vključuje napad nukleofilne Ser-CH2-OH skupine na 
estrsko karbonilno skupino acetilholina, da tvori tetraedrski intermediat, ki razpade. Obenem se sprosti holin 
in tvori acetiliran Ser-CH2-O-AChE kompleks, ki nato hidrolizira z vodo, da sprosti AChE, ocetno kislino (kot 
acetatni ion) in holin (Lemke in sod., 2013) 
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2.2.2 Butirilholinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8) 
BChE se pri človeku nahaja v topnem in na membrano vezanem tetrameru, večinoma v jetrih 
in v plazmi. Povprečna koncentracija BChE pri odraslem človeku je od 3,5 do 9,6 mg/mL in 
je desetkrat večja od koncentracije AChE (Lockridge, 2015). 
Kristalna struktura humane rekombinantne BChE je pokazala strukturne podobnosti z AChE 
električnega skata, a tudi razlike. Npr. acilni žepek BChE lahko sprejme večje substrate in 
omogoča večjo specifičnost substrata (Nicolet in sod., 2003). BChE lahko učinkovito 
hidrolizira ACh, čeprav v osnovi le-ta ni njen endogeni substrat. Endogenega substrata za 
BChE ne poznamo. BChE lahko hidrolizira tudi veliko večji umetno pridobljeni substrat 
butirilholin. Več aromatskih ostankov perifernega anionskega mesta je zamenjanih z 
alifatskimi, tako da encim ni inhibiran s presežkom substrata kot to poteka pri AChE 
(Masson in sod., 2003) ali z inhibitorji, ki se vežejo na periferno mesto AChE, kot sta npr. 
huperzin in donepezil (Duysen in sod., 2007).  
Do nedavnega se je smatralo, da BChE služi samo kot rezerva za AChE pri nevrotransmisiji 
ter kot "lovilec" biološko aktivnih estrov pri oskrbi s hrano. Slednje se predvsem nanaša na 
sposobnost človeka in drugih vrst, da prevzemajo nutriente iz rastlin, ki so lahko tudi 
strupene. Vendar je bilo pred kratkim odkrito, da BChE hidrolizira nevropeptidni črevesni 
hormon grelin. Ta ima precejšnji vpliv pri več čustvenih motnjah, kot tudi prenajedanja ali 
debelosti, zato možnost modulacije grelina predstavlja potencialno zdravljenje teh motenj 
(Pope in Brimijoin, 2018).  
Lockridge (2015) omenja tudi druge regulatorne in zaščitne funkcije kot so: inaktivacija 
toksičnih spojin kot sta npr. kokain in fiziostigmin, sodelovanje v katabolizmu maščob, 
odstranjevanje peptidov bogatih s poliprolini, ki so vključeni v interakcije protein-protein in 
protein-nukleinske kisline. 
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2.3 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
Alzheimerjeva bolezen je poimenovana po nemškem psihiatru Aloisu Alzheimerju, ki jo je 
prvič predstavil leta 1906 na kongresu v Tübigenu (Singh in sod., 2013). AB je opisana kot 
napredujoča nevrodegenerativna bolezen, ki vključuje izgubo holinergičnih nevronov, 
agregacijo τ proteinov, povečanje oksidativnega stresa in tvorbo Aβ peptidov v možganih 
(Querfurth in LaFerla, 2010; Anand in Singh, 2013). 
Natančnega vzroka za nastanek AB še ne poznamo. Trenutno obstaja več hipotez, ki so 
nastale na podlagi različnih diagnostičnih tehnik in opažanj pri testiranju novih zdravilnih 
učinkovin ter vključujejo več faktorjev - holinergična hipoteza, hipoteza amiloidne kaskade, 
τ hipoteza, kalcijeva hipoteza, hipoteza oksidativnega stresa in hipoteza kovinskih ionov 
(Kepp, 2012; Singh in sod., 2013). 
Bolezen lahko razdelimo na predklinično in klinično fazo. Predklinična faza vključuje 
nalaganje Aβ peptidov v skorji možganov in propad nevronov. Sočasno poteka v nevronih 
kondenzacija hiperfosforiliranega τ proteina v nevrofibrilarne pentlje, ki ohromijo vse 
nevrotransmiterske sisteme (holinergičnega, noradrenergičnega in serotoninergičnega). 
Posledica obeh procesov je zmanjšanje prenosa živčnega signala. Takrat se pojavijo klinični 
znaki – postopna izguba spomina in kognitivnih funkcij. Sprva je ta upad blag in vključuje 
simptome kot so pozabljivost, neurejenost, nemirnost in motnje v presoji. Z napredovanjem 
bolezni se težave stopnjujejo. Prihaja do težav pri govoru, izgube svežih spominov, 
osebnostnih in vedenjskih sprememb, dezorientiranosti v času in prostoru, nezmožnosti 
presoje in organizacije, spremembe čustvovanja in razpoloženja. Časovnica bolezni se 
zaključi s popolnim upadom kognicije (Ribarič, 2011; Kepp, 2012). 
Raziskovalci menijo, da ima AChE dvojno vlogo v patologiji AB: 
- povečana aktivnost AChE privede do pomanjkanja acetilholina v sinapsah in s tem 
do izgube kognitivnih funkcij; 
- AChE je vpletena v nastajanje β amiloidnih agregatov, katerih tvorbe imenujemo 
amiloidni plaki (Lane in sod., 2004; Singh in sod., 2013). 
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2.3.1 Inhibitorji AChE in BChE pri zdravljenju AB 
Inhibitorje encimov na splošno lahko delimo na naravne ali sintetske. Lahko se na encime 
vežejo reverzibilno (nekovalentne interakcije) in ireverzibilno (kovalentne interakcije) in 
tako zmanjšajo ali prekinejo njihovo delovanje. Reverzibilne inhibitorje razdelimo še na 
kompetitivne, nekompetitivne, mešane in antikompetitivne. 
Inhibitorji acetilholinesteraze (AChEI) in inhibitorji butirilholinesteraze (BChEI) 
predstavljajo skupino učinkovin, ki se uporabljajo pri simptomatskem zdravljenju AB, 
glavkoma in miastenije gravis (MG). Inhibitorji z zaviralnim delovanjem izboljšajo 
kognitivne in funkcionalne lastnosti pri pacientih z milo obliko demence povzročene z AB 
tako da podaljšujejo aktivnost ACh v sinaptičnih špranjah. Pri napredni stopnji AB pride do 
znižanja nivoja AChE, nadomesti jo sestrski encim BChE. Zaradi te zamenjave je zelo 
pomemben razvoj spojin, ki bi delovale inhibitorno na oba encima, predvsem za zdravljenje 
obolelih z začetno ali zmerno stopnjo AB (Li in sod., 2017). 
AB trenutno zdravimo s kognitivnimi modulatorji: z inhibitorji AChE (donepezil, 
rivastigmin in galantamin) ter antagonistom NMDA receptorjev (memantin). Z inhibitorji 
AChE zdravimo blago do zmerno obliko demence zaradi AB, medtem ko hudo obliko 
demence zaradi AB zdravimo z antagonistom NMDA receptorjev. Kombinirano zdravljenje 
zaenkrat ni potrjeno kot bolj učinkovito (Guzior in sod., 2015; Revadigar in sod., 2014; 
Korabecny in sod., 2014). 
ChEI lahko povišajo koncentracijo ACh v sinaptičnih špranjah in delno omilijo kognitivne 
simptome AB, izboljšajo kakovost življenja in zmanjšajo breme bolnikov blage do hude 
oblike AB (Ferreira-Vieira in sod., 2016). 
  
 
 
 
 
 
 
Slika 6: Inhibitorji holinesteraz, ki se uporabljajo za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni 
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2.4 GLUTATION S-TRANSFERAZE (GST, E.C. 2.5.1.8) 
Glutation S-transferaze so pomembna družina izocimov, ki sodeluje pri konjugaciji 
ksenobiotikov in aldehidnih produktov lipidne peroksidacije z glutationom. Na ta način se 
te substance detoksificirajo. Poleg detoksifikacije imajo GST pomembno vlogo pri celičnem 
signaliziranju in nekaterih drugih celičnih procesih (npr. celični smrti). Humane GST delimo 
na citosolne, mitohondrijske in mikrosomalne. Uvrščamo jih v razrede poimenovane z 
grškimi črkami (Alfa, Kapa, Mu itn.). Razredi imajo različne substrate, medtem ko se člani 
istega razreda razlikujejo v prepoznavanju in vezavi na substrat. Ključna vloga GST je, da 
katalizira nukleofilno adicijo ali substitucijo reduciranega glutationa na elektrofilni center 
mnogih majhnih elektrofilnih spojin.  
GST predstavljajo pomemben del celičnega obrambnega sistema in v več študijah so 
ugotovili tudi povezavo med odpornostjo proti zdravilom in povečano ekspresijo GST, zlasti 
razredov GST Alfa in GST Pi. Kot zanimivost lahko izpostavimo GST P1-1 izocim iz 
razreda GST Pi encimov, ki je znan, da regulira MAP (angl. mitogen-activated protein) 
signalno pot, ki je vključena v celično preživetje in signaliziranje celične smrti (Ang in sod., 
2007). 
GST so zanimive tarče rutenijevih kompleksov, saj je splošno sprejeto, da rutenijevi 
kompleksi inhibirajo GST, obenem dizajn potencialnih inhibitorjev GST lahko predstavlja 
učinkovito strategijo za odkrivanje novih protitumorskih zdravil (Ang in sod., 2007, 2009, 
2011; Lin in sod., 2013).  
 
2.5 POMEN IN CILJI NALOGE 
V okviru raziskave smo se osredotočili na preverjanje kemijske knjižnice 34 spojin 
sestavljenih iz rutenijevih kompleksov, prekurzorjev in drugih spojin s potencialno 
inhibitornim delovanjem na encime acetilholinesterazo, butirilholinesterazo in 
glutation S-transferazo. Načrtovane in sintetizirane so bile večinoma v laboratoriju prof. dr. 
Iztoka Turela s Katedre za anorgansko kemijo na Fakulteti za kemijo in kemijsko 
tehnologijo, v Ljubljani. 
V magistrskem delu smo z in vitro biokemijskimi testi ovrednotili delovanje testnih 
rutenijevih kompleksov in organskih spojin oz. ligandov kot potencialne inhibitorje 
holinesteraz in glutation S-transferaze. Za teste smo uporabili komercialno dostopne encime 
eeAChE iz električne jegulje, rekombinantno humano huAChE, eqBChE iz konjskega 
seruma in GST izolirano iz konjskih jeter. Spojinam smo, po zasledovanju encimske kinetike 
ob prisotnosti različnih koncentracij substrata, določili tip in konstante inhibicije. Vse 
metode so temeljile na merjenju sprememb absorbance. Preverili smo tudi, ali so 
sintetizirane spojine hemolitične. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
V Preglednici 1 so predstavljene spojine, ki smo jih testirali na holinesterazne encime in 
glutation S-transferazo. Preverili smo tudi, če so hemolitične. 
Preglednica 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
1 JS 02 051 
 
578,45 
2 JB-Ru002 
 
579,44 
3 JB-Ru003 
 
584,47 
4 KT037 
 
 
 
634,54 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
5 KT005 
 
734,10 
6 KT003 
 
740,11 
7 KT007 
 
921,74 
8 KT002 
 
927,75 
9 JB-Ru005 
 
937,74 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
10 KT030 
 
790,18 
11 KT034 
 
785,14 
12 KT003' 
 
754,15 
13 KT031 
 
977,83 
14 KT032 
 
972,79 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
15 KT002' 
 
941,80 
16 KT025 
 
975,62 
17 KT028 
 
995,68 
19 KT035 
 
1026,67 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
20 KT040 
 
629,50 
21 py-2betz 
 
328,34 
22 py-2py 
 
272,26 
23 py-2quin 
 
323,30 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
24 pyO-2py 
 
288,26 
25 py-2tz 
 
278,28 
26 py-2metz 
 
292,31 
27 py-2pz 
 
273,25 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
28 [Ru(3S)Cl(dmso)]PF6 
 
618,08 
29 [Ru(3S)dmso](PF6)2 
 
805,75 
30 RuCYM 
[(η6-p-cimen)Ru(μ-
Cl)Cl]2 
 
prekurzor 
 
612,39 
31 [Ru(bpy)2Cl2] 
 
484,34 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
32 Ru-niqphen-I/I 
 
714,31 
33 niqphen 
 
225,21 
34 LK16-RuN 
 
468,43 
35 Nikotin 
 
162,23  
ρ = 1,010 
g/mL 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1: Seznam spojin 
Spojina Interna oznaka Kemijska struktura spojine M [g/mol] 
I Propidijev jodid 
Sigma-Aldrich, ZDA 
LOT # MKBZ1726V 
 
668,39 
II Neostigmin bromid 
Sigma-Aldrich, 
Japonska  
LOT #MKBZ1726V  
303,20 
3.1.1 Kemikalije 
Deionizirana H2O (dH2O) 
Absolutni etanol, anhidrid (Carlo Erba Reagents, Francija) 
Acetiltioholin, 1 M (Sigma, ZDA) 
Acetiltioholin klorid, 1 M (Sigma, ZDA) 
DTNB (Fluka, ZDA) 
NaHCO3 (Merck, Nemčija) 
K2HPO4 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
KH2PO4 (Merck, Nemčija) 
H3PO4 (Merck, Nemčija) 
NaCl (Merck, Danska) 
Na2HPO4 (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
NaH2PO4 (Merck, Nemčija) 
Cl-2,4-dinitrobenzen (Fluka, ZDA) 
L-glutation reduciran (Sigma, ZDA) 
Neostigmin bromid (Sigma-Aldrich, Japonska) 
Propidijev jodid (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Citronska kislina (Sigma, ZDA) 
Citronska kisline x H2O (Merck, Nemčija) 
Brezvodna glukoza (Kemika, Hrvaška) 
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3.1.2 Encimi 
Acetilholinesteraza iz električne jegulje, eeAChE (Sigma, ZDA) 
Butirilholinesteraza iz konjskega seruma, eqBChE (Sigma, ZDA) 
Humana rekombinantna acetilholinesteraza, huAChE (Sigma, ZDA) 
Glutation S-transferaza iz konjskih jeter, GST (Sigma, ZDA) 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
Avtomatski večkanalni pipetor Biohit eLINE e1200, 8-kanalni 
Set pipet Gilson (20 µL, 100 µL, 1000 µL) 
8-kanalna pipeta Eppendorf research 100 µL 
0,5-5 mL pipeta Transferpette® S (Brand, Nemčija) 
Mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (costar® 3596 Corning Inc., ZDA) 
Mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (greiner bio-one, Nemčija) 
Centrifuga (Tehtnica CENTRIC 322 A, Slovenija) 
Čitalec mikrotitrskih plošč Dynex MRX TC Revelation (Dynex Technologies, ZDA) 
Čitalec mikrotitrskih plošč BioTek Cytation™ 3 (BioTek Instruments Inc., ZDA) 
Vrtinčnik VIBROMIX 10 (Tehtnica, Slovenija) 
Analitska tehtnica Sartorius MC 210 P (sartorius stedim biotech, Francija) 
Tehtnica Sartorius laboratory L 420 S (sartorius stedim biotech, Francija) 
Namizni čistilnik Iskra PIO Sonis 4 GT (Iskra, Slovenija) 
pH meter Mettler Toledo SevenMulti 540-K 
 
 
3.1.4 Potrošni material in steklovina 
Nastavki za pipete 
Banjice 
Aluminijasta folija 
Pipeta za enkratno uporabo 
Kantica za led in led 
Erlenmajerice (25 mL in 50 mL) in čaše 
Slika 7: Shematski prikaz mikrotitrske plošče 
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3.1.5 Programska oprema 
Revelation micro-plate reader (Dynex, ZDA) 
Gen5™ 2.04.11 (BioTek Instruments Inc., ZDA) 
OriginPro 9.0.0. (OriginLab Corporation, ZDA) 
Microsoft® Office 365 ProPlus (Microsoft Corporation, ZDA) 
3.1.6 Priprava raztopin in pufrov 
100 mM K-fosfatni pufer, pH 7,4, 1L 
13,61 g K2HPO4 smo raztopili v 1 L dH2O. S kapalko smo dodali 85 % H3PO4 (14,8 M) do 
pH 7,4. Pufer smo shranili v hladno sobo (T = 5±3 °C). 
Ellmanov reagent, 1 L 
0,0910 g DTNB in 0,0375 g NaHCO3 smo raztopili v 100 mL 250 mM K-fosfatnega pufra, 
pH 7,4. Dopolnili smo do 1 L z dH2O in končno raztopino prelili v temno steklenico. Shranili 
smo jo v hladno sobo (T = 5±3 °C). 
250 mM K-fosfatni pufer 
V ločenih čašah smo pripravili dve raztopini. Prva je vsebovala 21,773 g K2HPO4 
raztopljenega v 500 mL dH2O. Druga pa 17,013 g KH2PO4 raztopljenega v 500 mL dH2O. 
Za pripravo končnega 250 mM K-fosfatnega pufra smo raztopini hidrata dodajali raztopino 
dihidrata do pH 7,4. Pufer smo shranili v hladno sobo (T = 5±3 °C). 
100 mM Na-fosfatni pufer, pH 6,5 
Na2HPO4 in NaH2PO4 smo raztopili v destilirani vodi v ločenih čašah. Ob mešanju na 
magnetnem mešalu smo natrijev dihidrogen fosfat dodajali v natrijev hidrogen fosfat do 
končnega pH 6,5. Raztopino smo shranili v hladno sobo (T = 5±3 °C). 
Raztopina A 
20,256 mg Cl-2,4-dinitrobenzena smo raztopili v 2 mL absolutnega etanola. Iz pripravljene 
raztopine smo odvzeli 1600 μL in jo dodali k 18,4 mL 100 mM Na-fosfatnega pufra, pH 6,5. 
Raztopina je bila vsakič sveže pripravljena pri sobni temperaturi. 
Raztopina B 
12,28 mg reduciranega L-glutationa smo raztopili v 20 mL 100 mM Na-fosfatnega pufra, 
pH 6,5. Raztopina je bila vsakič sveže pripravljena pri sobni temperaturi. 
Citratni pufer za shranjevanje goveje krvi, pH 6,1, 250 mL 
1,05 g NaCl, 2 g citronske kisline, 0,1375 g citronske kisline x H2O in 5,125 g brezvodne 
glukoze smo raztopili v 250 mL dH2O. Raztopino smo pripravili pri sobni temperaturi. Po 
dodatku goveje krvi, smo jo hranili v hladni sobi (T = 5±3 °C). 
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3.2 METODE 
3.2.1 Kemijska sinteza in karakterizacija 
Za sintezo potencialnih protirakavih spojin s kovinskimi ioni so bili uporabljeni različni 
ligandi (razni N-; N,N-; N,O-; O,O- in S,O ligandi). Karakterizacijo so izvedli v laboratoriju 
prof. Turela z različnimi fizikalno kemijskimi metodami (nuklearna magnetna resonanca 
(NMR), elementna analiza, visokoločljivostna masna spektroskopija (HRMS)). 
3.2.2 Priprava vzorcev za meritve 
Testne vzorce in pozitivne kontrole smo večinoma sveže pripravili za analizo inhibicije 
posameznega encima oz. so bili najdlje v uporabi 7 dni od dneva priprave. Po tehtanju na 
analitski tehtnici smo spojine raztopili v absolutnem etanolu z mešanjem na vrtinčnem 
mešalu pri sobni temperaturi. Koncentracija vseh vzorcev je bila 1 mg/mL. Pri tehtanju in 
delu smo uporabljali osebna zaščitna sredstva. Encime smo po prenosu iz zamrzovalne 
omare držali na ledu. 
3.2.3 Inhibicija holinesteraznih encimov, določanje vrednosti IC50 
Za določanje inhibicije vseh holinesteraz (eeAChE, eqBChE in huAChE) smo uporabili 
metodo po Ellmanu in sod., 1961, prirejeno za mikrotitrsko ploščo. 
 
Slika 8: Ellmanova metoda nastajanja rumeno obarvanega 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona (Worek in sod., 
2012) 
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Ellmanovo metodo nastajanja rumenega produkta lahko na kratko opišemo s shematskim 
prikazom na Sliki 8. AChE in BChE cepita ATC in nastane tioholin, ki reagira z dodanim 
Ellmanovim reagentom oz. DTNB. Rezultat te reakcije je rumeno obarvani produkt 
5-tio-2-nitrobenzoatni anion, ki ima absorpcijski maksimum pri valovni dolžini λ = 412 nm. 
Protokol smo zaradi omejenosti raziskovalne opreme prilagodili, tako da smo merili 
absorpcijski maksimum pri valovni dolžini λ = 405 nm. Ko dodamo testne spojine z 
zaviralnimi lastnostmi, te preprečijo nastajanje tioholina, kar zaznamo kot zmanjšano tvorbo 
rumenega produkta oz. padec absorbance pri valovni dolžini λ = 405 nm.  
Pred vsakim testom smo pri sobni temperaturi temperirali K-fosfatni pufer (100 mM, pH 
7,4) in Ellmanov reagent. Zatem smo v 50 mL erlenmajerici pripravili 1 mM substrat 
(acetiltioholin, ATC) v Ellmanovem reagentu. Ker je zmes občutljiva na svetlobo in substrat 
spontano razpada, smo erlenmajerico ovili z aluminijasto folijo. Po uravnavanju temperature 
ključnih raztopin smo pripravili mikrotitrsko ploščo (costar® 3596, 96 Well Cell Culture 
Plate), kjer smo v vseh 96 vdolbinic z elektronskim večkanalnim pipetorjem odpipetirali 50 
µL K-fosfatnega pufra (100 mM, pH 7,4). V vdolbinice prvega stolpca (A1-H1) smo s pipeto 
dodali še 30 µL K-fosfatnega pufra (100 mM, pH 7,4). V vdolbinice prvega stolpca (A1-H1) 
smo dodali tudi 20 µL vzorca oz. potencialnega inhibitorja. V vdolbinicah smo naredili 
paralelne vzorce, in sicer na način, da smo v prvo in drugo vrsto (A in B) dali vzorec 1, v 
tretjo in četrto vrsto (C in D) vzorec 2, v peto in šesto vrsto (E in F) vzorec 3 ter v sedmo in 
osmo vrsto (G in H) vzorec 4. Postopek smo ponovili pri vseh testnih spojinah. Ko so bili 
vsi vzorci nanešeni v prvi stolpec ene mikrotitrske plošče, smo z večkanalno pipeto 
premešali vsebino le-tega (A1-H1) in prenesli 50 µL raztopine v drugi stolpec (A2-H2). Tega 
smo zopet premešali in prenesli 50 µL v tretji stolpec (A3-H3). Zaporedoma smo ponavljali 
redčenje do vključno 11. stolpca. 12. stolpec je predstavljal kontrolo oz. samo K-fosfatni 
pufer (100 mM, pH 7,4) brez dodanega vzorca. Ko smo vse vzorce primerno nanesli na 
mikrotitrsko ploščo, smo z večkanalnim pipetorjem v vseh 96 vdolbinic dodali 100 µL 
raztopine Ellmanovega reagenta in substrata. Pred merjenjem smo razredčili encim AChE 
oz. BChE v K-fosfatnem pufru (100 mM, pH 7,4) do končne koncentracije 0,0075 EE/mL 
in z elektronskim večkanalnim pipetorjem odpipetirali 50 µL razredčenega encima v vseh 
96 vdolbinic. Vzorce na mikrotitrski plošči smo vstavili v čitalec mikrotitrskih plošč Dynex 
MRX TC in merili s programsko opremo Dynex Revelation micro-plate reader 5 min pri 
valovni dolžini λ = 405 nm. Dobili smo grafe, ki prikazujejo spremembo absorbance v 
enakomernih časovnih razmikih. Inhibicijo smo določili z vrednostjo IC50 oz. koncentracijo 
testne spojine, pri kateri dosežemo 50 % zmanjšanje aktivnosti encima.  
Vse meritve so potekale pri sobni temperaturi. Neostigmin bromid (NB) in propidijev jodid 
(PI) sta predstavljala pozitivno kontrolo. Acetiltioholin smo uporabili za substrat pri vseh 
holinesterazah. Ker so bili vzorci redčeni v etanolu, smo le-tega tudi preverili ali ima 
inhibitorno aktivnost. Ugotovili smo, da v volumnih, uporabljenih v testu, etanol nima 
nobenega učinka na inhibicijo testiranih encimov. 
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3.2.4 Določanje konstante inhibicije Ki holinesteraznih encimov 
Konstante inhibicije obeh holinesteraz so bile določene na podoben način, kot smo določili 
IC50, torej z metodo po Ellmanu in sod., 1961, prirejeno za mikrotitrsko ploščo, le da smo 
tukaj merili hitrosti reakcije pri različnih koncentracijah substrata v prisotnosti enake 
koncentracije inhibitorja. Koncentracije substrata razredčenega v Ellmanovem reagentu so 
bile 0,125 mM, 0,25 mM in 0,5 mM.  
Pred vsako izvedbo testa smo pri sobni temperaturi temperirali K-fosfatni pufer (100 mM, 
pH 7,4) in Ellmanov reagent. Zatem smo v treh 25 mL erlenmajericah pripravili tri 
koncentracije substrata ATC v Ellmanovem reagentu, in sicer 0,125 mM, 0,25 mM ter 0,5 
mM. Zaradi občutljivosti pripravljenih raztopin substrata na svetlobo, smo erlenmajerice 
ovili z aluminijasto folijo. Na mikrotitrsko ploščo smo v vseh 96 vdolbinic z elektronskim 
večkanalnim pipetorjem odpipetirali 50 µL K-fosfatnega pufra (100 mM, pH 7,4). V 
vdolbinice prve vrste (A1-A12) smo s pipeto dodali še 30 µL K-fosfatnega pufra (100 mM, 
pH 7,4). Zatem smo nanesli 20 µL v etanolu raztopljene spojine 1 v vdolbinice A1-A6, 
spojino 2 pa v vdolbinice A7-A12. V vdolbinicah smo naredili paralelne vzorce z različnimi 
koncentracijami substrata tako, da smo v prvi vrsti v vdolbinici A1 in A2 dali 100 µL 0,125 
mM substrata. V isti vrsti smo v vdolbinici A3 in A4 dali 0,25 mM substrata in v vdolbinici 
A5 in A6 0,5 mM substrata. Postopek smo ponovili za spojino 2, tako da smo v vdolbinici 
A7 in A8 odpipetirali 0,125 mM substrata, v vdolbinici A9 in A10 0,25 mM substrata in v 
vdolbinici A11 in A12 0,5 mM substrata. Postopek nanosa vseh vzorcev na mikrotitrsko 
ploščo je potekal na enak način. Ko so bili vsi vzorci nanešeni, smo z večkanalno pipeto 
premešali vzorec s pufrom in substratom v vdolbinicah A1-A6 in prenesli 50 µL raztopine 
v drugo vrsto (B1-B6). Tega smo zopet premešali in prenesli 50 µL v tretjo vrsto (C1-C6). 
Zaporedoma smo ponavljali redčenje do vključno predzadnje vrste G. Vrsta H je 
predstavljala kontrolo oz. samo K-fosfatni pufer (100 mM, pH 7,4) brez dodanega vzorca in 
substrata. Pred merjenjem smo razredčili encim AChE oz. BChE v K-fosfatnem pufru (100 
mM, pH 7,4) do končne koncentracije 0,0075 EE/mL in z elektronskim večkanalnim 
pipetorjem odpipetirali 50 µL razredčenega encima v vseh 96 vdolbinic. Vzorce na 
mikrotitrski plošči smo vstavili v čitalec mikrotitrskih plošč Dynex MRX TC in merili s 
programsko opremo Dynex Revelation micro-plate reader 5 min pri valovni dolžini λ = 405 
nm. Dobili smo grafe, ki prikazujejo spremembo absorbance v enakomernih časovnih 
razmikih. Vse meritve so potekale pri sobni temperaturi. 
Dobljene podatke smo obdelali v programih Microsoft Excel in Origin ter iz izrisanih grafov 
določili vrednosti IC50. 
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3.2.5 Inhibicija GST 
Test inhibicije glutation S-transferaze smo izvedli po prirejeni metodi po Habigu in sod. 
(1974). V postopku smo uporabili komercialno dostopni encim izoliran iz konjskih jeter, 100 
mM Na-fosfatni pufer pH 6,5, raztopino A in raztopino B. 
Na mikrotitrsko ploščo smo v vseh 96 vdolbinic z elektronskim večkanalnim pipetorjem 
odpipetirali 50 µL Na-fosfatnega pufra (100 mM, pH 6,5). V prvi stolpec (A1-H1) smo 
dodali še 30 µL istega pufra. V vdolbinice prvega stolpca (A1-H1) smo dodali tudi 20 µL 
vzorca oz. potencialnega inhibitorja. V vdolbinicah smo naredili paralelne vzorce, in sicer 
tako, da smo v prvo in drugo vrsto (A in B) dali vzorec 1, v tretjo in četrto vrsto (C in D) 
vzorec 2, v peto in šesto vrsto (E in F) vzorec 3 ter v sedmo in osmo vrsto (G in H) vzorec 
4. Postopek smo ponovili pri vseh testnih spojinah. Ko so bili vsi vzorci nanešeni v prvi 
stolpec ene mikrotitrske plošče, smo z večkanalno pipeto premešali vsebino le-tega (A1-H1) 
in prenesli 50 µL raztopine v drugi stolpec (A2-H2). Drugi stolpec smo zopet premešali in 
prenesli 50 µL v tretji stolpec (A3-H3). Zaporedoma smo ponavljali redčenje do vključno 
11. stolpca. 12. stolpec je predstavljal kontrolo oz. samo 100 mM Na-fosfatni pufer pH 6,5. 
Nato smo z elektronskim večkanalnim pipetorjem najprej v vse vdolbinice nanesli 100 µL 
raztopine B in zatem še 50 µL raztopine A. Pred merjenjem smo razredčili encim GST v Na-
fosfatnem pufru (100 mM, pH 6,5) do končne koncentracije 0,0044 EE/mL in z elektronskim 
večkanalnim pipetorjem odpipetirali 50 µL razredčenega encima v vseh 96 vdolbinic. 
Mikrotitrsko ploščo z vzorci smo vstavili v čitalec mikrotitrskih plošč BioTek Cytation3 in 
merili s programsko opremo Gen5™ 4 min pri valovni dolžini λ = 340 nm.  
Dobljene meritve smo izvozili v Excelovo tabelo, ki smo jo prenesli v program Origin, s 
katerim smo dokončno obdelali vse dobljene meritve.  
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3.2.6 Hemolitična aktivnost 
Merjenje hemolitične aktivnosti je metoda, s katero izmerimo poškodbe membran 
eritrocitov. Le-te bi lahko nastale kot posledica delovanja naših vzorcev na rdeče krvničke. 
V kolikor bi prišlo do hemolize, bi to zaznali s spektrofotometrom kot padec optične gostote 
vzorca. 
Postopek priprave je potekal tako, da smo 2 mL raztopine govejih eritrocitov, ki so nam jih 
podarili sodelavci z Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani, v citratnem pufru prenesli 
iz infuzijske steklenice v epruveto z dodano fiziološko raztopino (0,9 % NaCl), ki smo jo 
potem v centrifugi 5 min centrifugirali pri 2500 obratih. Po centrifugiranju smo odstranili 
supernatant ter zopet dodali fiziološko raztopino. Postopek izpiranja eritrocitov smo ponovili 
5-krat. Po zadnjem centrifugiranju smo odstranili prozoren supernatant. Na dnu epruvete so 
se nakopičili eritrociti, ki smo jih resuspendirali v predpripravljenem eritrocitnem pufru 
(raztopina 0,13 M NaCl in 0,02 M TRIS, pH 7,4) in pripravili suspenzijo, ki smo ji na čitalcu 
mikrotitrskih plošč (Dynex MRX TC, ZDA) pri valovni dolžini λ = 650 nm izmerili 
absorbanco mOD = 0,5 ± 0,01.  
Za analizo smo uporabili mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami. V vsako izmed vdolbinic 
smo dodali 90 µL eritrocitnega pufra, 10 µL vzorca in 100 µL suspenzije eritrocitov. Delali 
smo v 2 paralelkah za posamezni vzorec. Za kontrolo smo uporabili 90 µL eritrocitnega 
pufra, 10 µL absolutnega etanola in 100 µL suspenzije eritrocitov. Pozitivne kontrole nismo 
izvedli. Potencialni padec optične gostote zaradi poškodbe membrane in posledično 
hemolize smo merili 30 minut pri sobni temperaturi. 
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4 REZULTATI 
Po izvedenih spektrofotometričnih meritvah smo vse izmerjene vrednosti uvozili oz. vnesli 
v Excelovo tabelo, ki smo jo potem izvozili v program Origin, kjer smo dokončno naredili 
izračune na podlagi katerih smo izrisali grafe, ki so predstavljeni v nadaljevanju.  
Vrednosti za posamezen vzorec in encim so predstavljene v posameznih preglednicah 
(Preglednica 2, Preglednica 3, Preglednica 4 in Preglednica 5) s preračunanimi 
vrednostmi za IC50 in Ki. Vzorcem, ki so imeli IC50 ≥ 50 µg/mL, nismo določali Ki. 
IC50 je interpolirana vrednost koncentracije pri 50 % inhibiciji. Vrednost izmerimo na grafu 
inhibicije v odvisnosti od logaritma koncentracije oz. izračunamo v Excelu s formulo (1) 
med koncentracijama (ca, cb) in pripadajočima inhibicijama (𝑥𝑎 , 𝑥𝑏), ki sta pod in nad IC50. 
IC50 = 𝑐𝑎10
50−𝑥𝑎
𝑥𝑏−𝑥𝑎
(log𝑐𝑏−log𝑐𝑎)
    … (1) 
V nadaljevanju sta predstavljeni pozitivni kontroli, neostigmin bromid in propidijev jodid, 
kot inhibitorja AChE in BChE (Slika 9). 
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Slika 9: Določanje IC50 pri inhibiciji eeAChE za pozitivni kontroli neostigmin bromid (A) in 
propidijev jodid (B) ter IC50 pri inhibiciji eqBChE za pozitivni kontroli neostigmin bromid (C) in propidijev 
jodid (D). Konstant inhibicije oz. tipa inhibicije za kontrolni spojini nismo določili 
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4.1 INHIBITORNA AKTIVNOST SPOJIN NA HOLINESTERAZE 
4.1.1 Inhibicija acetilholinesteraze iz električne jegulje (eeAChE) 
V Preglednici 2 so predstavljeni rezultati testiranja inhibitorne aktivnosti rutenijevih 
kompleksov, prekurzorjev in ligandov zoper acetilholinesterazo iz električne jegulje. 
 
Preglednica 2: Inhibicija acetilholinesteraze (eeAChE) iz električne jegulje (Electrophorus electricus L.) z 
rutenijevimi kompleksi, ligandi in prekurzorji. IC50 je določen kot koncentracija spojine, ki inducira 50 % 
inhibicije aktivnosti encima. Ki ni določen za spojine, ki imajo IC50 ≥ 50 µg/mL. Manjkajoča vrednost pomeni, 
da ni inhibitorne aktivnosti do najvišje testirane koncentracije 100 µg/mL 
 Spojina IC50 (µg/mL) IC50 (µM) Ki (µg/mL) Ki (µM) 
1  JS 02 051 / / / / 
2  JB-Ru002 / / / / 
3  JB-Ru003 / / / / 
4  KT037 / / / / 
5  KT005 / / / / 
6  KT003 / / / / 
7  KT007 / / / / 
8  KT002 / / / / 
9 JB-Ru005 / / / / 
10 KT030 / / / / 
11 KT034 / / / / 
12 KT003' / / / / 
13 KT031 / / / / 
14 KT032 / / / / 
15 KT002' / / / / 
16 KT025 / / / / 
17 KT028 / / / / 
19 KT035 / / / / 
20 KT040 / / / / 
21 py-2betz / / / / 
22 py-2py / / / / 
23 py-2quin / / / / 
24 pyO-2py / / / / 
25 py-2tz / / / / 
26 py-2metz / / / / 
27 py-2pz / / / / 
28 [Ru(3S)Cl(dmso)]PF6 / / / / 
29 [Ru(3S)dmso](PF6)2 / / / / 
30 RuCYM / / / / 
31 [Ru(bpy)2Cl2] / / / / 
32 Ru-niqphen-I/I 19,4 27,2 3,6 5 
33 niqphen 3,1 13,8 1,4 6,2 
34 LK16-RuN / / / / 
35 Nikotin 48,2 297,1 14,1 86,9 
NB Neostigmin bromid 1,87 6,16 / / 
PI Propidijev jodid 11,27 16,86 / / 
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Slika 10: Inhibicija eeAChE. Grafi A (spojina 32: Ru-niqphen-I/I), C (spojina 33: Niqphen) in 
E (spojina 35: Nikotin) predstavljajo razmerja inhibitorne aktivnosti in koncentracije testne spojine, na podlagi 
katerih smo določili IC50; Grafi B (spojina 32: Ru-niqphen-I/I), D (spojina 33: Niqphen) in F 
(spojina 35: Nikotin) predstavljajo Dixonove grafe s katerimi smo določili konstanto inhibicije in tip – vse 
spojine so kompetitivni inhibitorji. Koncentracije substrata ATC so 0,125 mM (▲), 0,25 mM (○) in 0,5 mM 
(■) 
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4.1.2 Inhibicija rekombinantne humane acetilholinesteraze (huAChE) 
V Preglednici 3 so predstavljeni rezultati testiranja inhibitorne aktivnosti rutenijevih 
kompleksov, prekurzorjev in ligandov zoper rekombinantno humano acetilholinesterazo. 
 
Preglednica 3: Inhibicija rekombinantne humane acetilholinesteraze (huAChE) z rutenijevimi kompleksi, 
ligandi in prekurzorji. IC50 je določen kot koncentracija spojine, ki inducira 50 % inhibicije aktivnosti encima. 
Ki ni določen za spojine, ki imajo IC50 ≥ 50 µg/mL. Manjkajoča vrednost pomeni, da ni inhibitorne aktivnosti 
do najvišje testirane koncentracije 100 µg/mL 
 
 Spojina Spojina IC50 (µg/mL) IC50 (µM) Ki (µg/mL) 
1  JS 02 051 / / / / 
2  JB-Ru002 / / / / 
3  JB-Ru003 / / / / 
4  KT037 / / / / 
5  KT005 / / / / 
6  KT003 / / / / 
7  KT007 / / / / 
8  KT002 / / / / 
9 JB-Ru005 / / / / 
10 KT030 / / / / 
11 KT034 / / / / 
12 KT003' / / / / 
13 KT031 / / / / 
14 KT032 / / / / 
15 KT002' / / / / 
16 KT025 / / / / 
17 KT028 / / / / 
19 KT035 / / / / 
20 KT040 / / / / 
21 py-2betz / / / / 
22 py-2py / / / / 
23 py-2quin / / / / 
24 pyO-2py / / / / 
25 py-2tz / / / / 
26 py-2metz / / / / 
27 py-2pz / / / / 
28 [Ru(3S)Cl(dmso)]PF6 / / / / 
29 [Ru(3S)dmso](PF6)2 / / / / 
30 RuCYM / / / / 
31 [Ru(bpy)2Cl2] / / / / 
32 Ru-niqphen-I/I 19 26,6 9,5 13,3 
33 niqphen 27,6 122,6 16,3 72,4 
34 LK16-RuN / / / / 
35 Nikotin / / / / 
NB Neostigmin bromid / / / / 
PI Propidijev jodid / / / / 
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Slika 11: Inhibicija huAChE. Grafa A (spojina 32: Ru-niqphen-I/I) in C (spojina 33: niqphen) predstavljata 
razmerja inhibitorne aktivnosti in koncentracije testne spojine, na podlagi katerih smo določili IC50; Grafa 
B (spojina 32: Ru-niqphen-I/I) in D (spojina 33: niqphen) predstavljata Dixonova diagrama s katerima smo 
določili konstanto inhibicije in tip inhibicije – obe spojini sta kompetitivna inhibitorja. Koncentracije substrata 
ATC so 0,125 mM (▲), 0,25 mM (○) in 0,5 mM (■). Graf E predstavlja referenčni graf za vse ostale spojine, 
ki niso pokazale inhibitorne aktivnosti 
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4.2 INHIBITORNA AKTIVNOST SPOJIN NA BUTIRILHOLINESTERAZO 
V Preglednici 4 so predstavljeni rezultati testiranja inhibitorne aktivnosti rutenijevih 
kompleksov, prekurzorjev in ligandov zoper butirilholinesterazo. 
 
Preglednica 4: Inhibicija butirilholinesteraze (eqBChE) iz konjskega seruma z rutenijevimi kompleksi, 
prekurzorji in ligandi. IC50 je določen kot koncentracija spojine, ki inducira 50 % inhibicije aktivnosti encima. 
Ki ni določen za spojine, ki imajo IC50 ≥ 50 µg/mL. Manjkajoča vrednost pomeni, da ni inhibitorne aktivnosti 
do najvišje testirane koncentracije 100 µg/mL 
 
 Spojina IC50 (µg/mL) IC50 (µM) Ki (µg/mL) Ki (µM) 
1  JS 02 051 8,1 14 5,1 8,8 
2  JB-Ru002 / / / / 
3  JB-Ru003 9,6 16,4 3,5 6 
4  KT037 19,7 31 8,7 13,7 
5  KT005 19,8 27 6,6 9 
6  KT003 / / / / 
7  KT007 / / / / 
8  KT002 / / / / 
9 JB-Ru005 / / / / 
10 KT030 20 25,3 7,8 9,9 
11 KT034 30,4 38,7 11,5 14,6 
12 KT003' / / / / 
13 KT031 / / / / 
14 KT032 / / / / 
15 KT002' / / / / 
16 KT025 / / / / 
17 KT028 / / / / 
19 KT035 / / / / 
20 KT040 23,2 36,9 6,6 10,5 
21 py-2betz / / / / 
22 py-2py / / / / 
23 py-2quin / / / / 
24 pyO-2py / / / / 
25 py-2tz / / / / 
26 py-2metz / / / / 
27 py-2pz / / / / 
28 [Ru(3S)Cl(dmso)]PF6 / / / / 
29 [Ru(3S)dmso](PF6)2 / / / / 
30 RuCYM 20 32,7 14,2 23,2 
31 [Ru(bpy)2Cl2] 2,5 5,2 2,2 4,5 
32 Ru-niqphen-I/I 1,1 1,5 3,6 5 
33 niqphen 1,2 5,3 0,3 1,3 
34 LK16-RuN 3,3 7 13,6 29 
35 Nikotin / / / / 
NB Neostigmin bromid 22,77 75,09 / / 
PI Propidijev jodid 12,22 18,28 / / 
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Slika 12: Inhibicija eqBChE. Grafi A (spojina 1: JS 02 051), C (spojina 3: JB-Ru003) in E (spojina 4: KT037) 
predstavljajo razmerja inhibitorne aktivnosti in koncentracije testne spojine, na podlagi katerih smo določili 
IC50; Grafi B (spojina 1: JS 02 051), D (spojina 3: JB-Ru003) in F (spojina 4: KT037) predstavljajo Dixonove 
diagrame s katerimi smo določili konstanto inhibicije in tip inhibicije – vse tri spojine so kompetitivni 
inhibitorji. Koncentracije substrata ATC so 0,125 mM (▲), 0,25 mM (○) in 0,5 mM (■) 
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Slika 13: Inhibicija eqBChE. Grafi A (spojina 5: KT005), C (spojina 10: KT030) in E (spojina 11: KT034) 
predstavljajo razmerja inhibitorne aktivnosti in koncentracije testne spojine, na podlagi katerih smo določili 
IC50; Grafi B (spojina 5: KT005), D (spojina 10: KT030) in F (spojina 11: KT034) predstavljajo Dixonove 
diagrame s katerimi smo določili konstanto inhibicije in tip inhibicije – vse tri spojine so kompetitivni 
inhibitorji. Koncentracije substrata ATC so 0,125 mM (▲), 0,25 mM (○) in 0,5 mM (■) 
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Slika 14: Inhibicija eqBChE. Grafi A (spojina 20: KT040), C (spojina 30: RuCYM) in 
E (spojina 31: [Ru(bpy)2Cl2]) predstavljajo razmerja inhibitorne aktivnosti in koncentracije testne spojine, na 
podlagi katerih smo določili IC50; Grafi B (spojina 20: KT040), D (spojina 30: RuCYM) in 
F (spojina 31: [Ru(bpy)2Cl2]) predstavljajo Dixonove diagrame s katerimi smo določili konstanto inhibicije in 
tip inhibicije – vse tri spojine so kompetitivni inhibitorji. Koncentracije substrata ATC so 0,125 mM (▲), 0,25 
mM (○) in 0,5 mM (■) 
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Slika 15: Inhibicija eqBChE. Grafi A (spojina 32: Ru-niqphen-I/I), C (spojina 33: niqphen) in 
E (spojina 34: LK-RuN) predstavljajo razmerja inhibitorne aktivnosti in koncentracije testne spojine na 
podlagi katerih smo določili IC50; Grafi B (spojina 32: Ru-niqphen-I/I), D (spojina 33: niqphen) in 
F (spojina 34: LK16-RuN) predstavljajo Dixonove diagrame s katerimi smo določili konstanto inhibicije in tip 
inhibicije – vse tri spojine so kompetitivni inhibitorji. Koncentracije substrata ATC so 0,125 mM (▲), 
0,25 mM (○) in 0,5 mM (■) 
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4.3 INHIBITORNA AKTIVNOST SPOJIN NA GLUTATION-S-TRANSFERAZO 
V Preglednici 5 so predstavljeni rezultati testiranja inhibitorne aktivnosti rutenijevih 
kompleksov, prekurzorjev in ligandov zoper glutation S-transferazo. 
 
Preglednica 5: Inhibicija GST izolirane iz konjskega seruma z rutenijevimi kompleksi, ligandi in prekurzorji. 
IC50 je določen kot koncentracija spojine, ki inducira 50 % inhibicije aktivnosti encima. Ki ni določen za 
spojine, ki imajo IC50 ≥ 50 µg/mL. Manjkajoča vrednost pomeni, da ni inhibitorne aktivnosti do najvišje 
testirane koncentracije 100 µg/mL 
 
Glede na to, da pri inhibiciji GST iz konjskih jeter nobena izmed testiranih spojin ni pokazala 
inhibitorne aktivnosti, testov na humani GST ni bilo smiselno izvesti. 
 Spojina IC50 (µg/mL) IC50 (µM) Ki (µg/mL) Ki (µM) 
1  JS 02 051 / / / / 
2  JB-Ru002 / / / / 
3  JB-Ru003 / / / / 
4  KT037 / / / / 
5  KT005 / / / / 
6  KT003 / / / / 
7  KT007 / / / / 
8  KT002 / / / / 
9 JB-Ru005 / / / / 
10 KT030 / / / / 
11 KT034 / / / / 
12 KT003' / / / / 
13 KT031 / / / / 
14 KT032 / / / / 
15 KT002' / / / / 
16 KT025 / / / / 
17 KT028 / / / / 
19 KT035 / / / / 
20 KT040 / / / / 
21 py-2betz / / / / 
22 py-2py / / / / 
23 py-2quin / / / / 
24 pyO-2py / / / / 
25 py-2tz / / / / 
26 py-2metz / / / / 
27 py-2pz / / / / 
28 [Ru(3S)Cl(dmso)]PF6 / / / / 
29 [Ru(3S)dmso](PF6)2 / / / / 
30 RuCYM / / / / 
31 [Ru(bpy)2Cl2] / / / / 
32 Ru-niqphen-I/I / / / / 
33 niqphen / / / / 
34 LK16-RuN / / / / 
35 Nikotin / / / / 
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Hemolitična aktivnost 
Testirana je bila tudi hemolitična aktivnost spojin, ki se lahko uporablja kot pokazatelj 
citotoksičnosti . Uporabili smo in vitro test hemolize s turbidimetrično metodo, s katero smo 
ocenili učinke testnih spojin na goveje eritrocite.  
Nobena od spojin ni pokazala hemolitične aktivnosti, kar potrjujejo tudi prejšnji rezultati 
raziskav podobnih rutenijevih kompleksov (Turel in sod., 2015; Uzelac, 2016). 
 
40 
Ristovski S. Vrednotenje izbranih rutenijevih kompleksov kot pot. zaviralcev holinesteraz in glutation S-transferaz. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
5 RAZPRAVA 
Na osnovi rezultatov preteklih raziskav (Barry in Sadler, 2014; Kostova, 2006; Antonarakis 
in Emadi, 2010; Che in Siu, 2010), kjer so rutenijevi kompleksi pokazali biološko aktivnost, 
predvsem sposobnost inhibicije encimov iz skupine holinesteraz in glutation S-transferaz, 
smo v magistrskem delu preverili 34 rutenijevih kompleksov, njihovih prekurzorjev in 
ligandov kot potencialno nove holinesterazne inhibitorje oz. kemoterapevtike. 
Testirane spojine so vključevale "face-capping" ligande (fcl), p-cimen in 
1,4,7- tritiaciklononan (Slika 16, Slika 17) ter večinoma N,N' in N,O' kelatne ligande 
(gr. chelè = klešče; Slika 17) s splošno formulo [RuII(fcl)(chel)(L)]n+. V kelatnih kompleksih 
so kelatni ligandi razporejeni okoli kovinskega atoma (v našem primeru rutenija) v obliki 
rakovih klešč. Pri kelaciji pride do tvorbe dveh ali več koordinacijskih vezi med centralnim 
kationom in večveznim ligandom. Nastanek koordinacijske spojine je energetsko ugodna 
reakcija. Nanjo vplivajo jakost vezi kovina-ligand, energija polja ligandov, njihova 
razporeditev in medsebojne odbojne sile. Ligandi se med seboj razlikujejo v naboju 
(nevtralni, anionski in kationski) in so lahko enovezni ali večvezni (Obreza in sod., 2014). 
Za raziskavo direktne interakcije med centralnim rutenijevim ionom in tarčnimi encimi sta 
bila pripravljena 2 tipa kompleksov (Slika 16, seriji A in B) z monodentatnimi ligandi.  
Serija A vključuje p-cimen oz. π-akceptorski arenski ligand (rutenij se veže na π-sistem 
aromatskega prstana in tvori zelo stabilno spojino, obenem naj bi arenski ligand ščitil Ru(II) 
center proti oksidaciji v Ru(III)) in reaktivni kloridni ligand. Slednji je nagnjen k hitri 
hidrolizi v bioloških medijih in je pogosto vključen v učinkovine oz. predzdravila, ki se 
aktivirajo s hidrolizo. Spojina zaradi treh nog (ligandov) in sedeža (arenskega liganda) tvori 
psevdo-oktaedrični kompleks v obliki klavirskega stola. V serijo A uvrščamo 
organorutenijeve spojine št. 1, 2, 3, 4 in 20. 
 
Slika 16: Splošna formula organorutenijevih spojin oz. serij, ki smo jih uporabili kot osnovo za skoraj polovico 
testiranih spojin. Serija A vključuje različne monodentatne ligande: π-akceptorski arenski ligand, p-cimen in 
reaktivni kloridni ligand. Serijo B tvori tioetrska krona iz 1,4,7-tritiaciklononana, S-DMSO liganda in 
kelatnega liganda 
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Serijo B strukturno sestavljajo centralni rutenijev ion na katerega sta vezana tioetrska krona 
iz 1,4,7-tritiaciklononana in liganda S-DMSO (dimetil sulfoksid). Spojine z DMSO ligandi 
se preučuje že od zgodnjih osemdesetih let. Zanimive so, ker je DMSO ambidentatni ligand 
in se lahko veže na rutenij preko žvepla (DMSO-S) ali preko kisikovega atoma (DMSO-O). 
Naše testirane spojine so vse vezane preko žvepla, ker je ta dober π-akceptorski ligand in 
tako stabilizira Ru(II) kompleks (Bratsos, 2011). Spojine iz te serije so 7, 8, 9, 13, 14 in 15. 
Dvema kompleksoma iz serije B (spojini 7 in 9) je bila določena inhibicija 
15-lipooksigenaze-1 (Traven in sod., 2015).  
Med vzorci imamo tudi tretjo serijo oz. serijo C, ki je nastala s substitucijo S-DMSO s 
kloridnim ionom. V to serijo uvrščamo vzorce št. 5, 6, 10, 11 in 12. 
Rutenijeve prekurzorje so predstavljale spojine 28, 29, 30 in 31 (Slika 17), medtem ko so 
spojine 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 (Slika 18) in 33 ligandi. Določeni med njimi (21, 24, 25 in 
26) so bili pripravljeni na način, ki ga je opisal Bezenšek in sod. (2012). Nekateri pa so 
komercialno dostopne spojine (28, 30 31 in 33). 
Začetki raziskav rutenijevih (II) kompleksov kot potencialnih inhibitorjev AChE se pričnejo 
z izsledki Dwyerja in sod. (1952) na kovinskih polipiridilnih kompleksih: 
tris-fenantrolin 2,2'-bipiridina (bpy) in 2,2':6'2''-terpiridina (terpy), kjer so pokazali, da 
kationski kovinski polipiridilni kompleksi inhibirajo AChE v μM koncentracijah. Po 
poročanju Salassa (2011) so pozneje raziskovalci na serijah različnih Ru(II) derivatov 
preiskovali in vivo toksičnost in protirakave lastnosti ter antibakterijsko in encimsko 
inhibitorno aktivnost. 
Tudi mi smo imeli štiri polipiridilne komplekse (16, 17, 19 in 31) (RPC, angl. ruthenium 
polypyridil complexes). Spojina 31 predstavlja prekurzor za vezavo oz. zamenjavo klora z 
izbranimi drugimi ligandi.  
 
Slika 17: Kemijske strukture pogosto uporabljenih rutenijevih prekurzorjev. Spojina 28 vsebuje tioetrsko 
krono iz 1,4,7-tritiaciklononana, ligand S-DMSO, kloridni ligand ter heksafluorofosfat. Spojina 29 ima 
zamenjan kloridni ligand s S-DMSO in di-heksafluorofosfat. Vzorec 30 je RuCYM (dikloro p-cimen rutenijev 
(II) dimer). Spojina 31 je rutenijev polipiridilni kompleks (RPC), kjer so na centralni rutenijev atom vezani 
dve piridilni skupini in dva kloridna iona 
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Strukturne analize spojin, ki so v novejših raziskavah bile testirane na antiholinesterazno 
aktivnost (Mulcahy in sod., 2008; Cardoso in sod., 2012; Vyas in sod., 2014, 2016; Silva in 
sod., 2016; Alatrash in sod., 2017) so pokazale, da določene naše spojine kažejo strukturne 
podobnosti s tris-fenantrolin rutenijevim (II) kompleksom, pri čemer se lahko Ru(II) ion 
veže s tremi identičnimi fenantrolinskimi derivati kot [Ru(phen-R)3]
2+, z dvema 
fenantrolinskima ligandoma in dvema monodentatnima N-ligandoma ali z enim bidentatnim 
N,N-ligandom [Ru(phen)2N1N2]
2+. Iz kemijskega aspekta so te spojine pod fiziološkimi 
pogoji inertne. Zato se lahko vežejo s tarčnimi makromolekulami s stranskimi skupinami 
ligandov z interkalacijo, preko elektrostatičnih ali preko kovalentnih interakcij (Ristovski in 
sod., 2018).  
 
 
Kinetične vrednosti (IC50, Ki) inhibicije eeAChE, huAChE, eqBChE in GST so predstavljene 
v ločenih preglednicah v poglavju Rezultati. Da bi katero izmed testiranih spojin določili 
kot dobrega inhibitorja eeAChE, bi koncentracije morale biti enake ali celo boljše od 
dosedanjih inhibitorjev AChE, ki so v uporabi. V literaturi so navedene IC50 vrednosti za 
učinkovite inhibitorje eeAChE: 0,25 – 2,4 µM (galantamin), 0,028 – 6,45 µM (fiziostigmin) 
in 0,014 µM (donepezil) (Olsen in sod., 2016). Dogovorno je maksimalna koncentracija 
farmacevtsko zanimivih inhibitorjev 50 μM. 
Na splošno je v naši raziskavi rang IC50 vrednosti testnih spojin, ki so pokazale inhibitorno 
aktivnost na holinesteraznih encimih, primerljiv s podobnimi rutenijevimi kompleksi iz 
drugih študij, kjer so poročali, da je IC50 med 0,2 µM in 50 µM (Mulcahy in sod., 2008; 
Cardoso in sod., 2012; Vyas in sod., 2014; Silva in sod., 2016; Alatrash in sod., 2017). 
Med vsemi 34 testiranimi spojinami so samo 3 spojine inhibirale eeAChE, od teh pa je le 
ena bila rutenijev kompleks. Na žalost inhibicija ni bila boljša od prej omenjenih vrednosti 
pri galantaminu, fiziostigminu in donepezilu.  
Slika 18: Kemijske strukture uporabljenih ligandov. 
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Spojina 32 ali Ru-niqphen-I/I kompleks je organorutenijev kompleks. V slednjem je na 
rutenijev ion na eni strani vezan s p-cimenskim obročem, na drugi strani pa je koordiniran 
derivat fenantrolina, t.i. niqphen oz. 5-nitro-1,10-fenantrolin. Koordinacijsko sfero 
zaključuje jodidni ligand, pozitivni naboj kompleksnega kationa pa kompenzira jodidni 
protiion. Za 1,10-fenantrolin je znano, da je pomembni kelatni ligand in lahko deluje kot 
interkalator. Zaradi planarne narave se lahko vrine med bazne pare DNA in se nanj veže. 
Zaradi takšne narave delovanja kompleks kaže zanimive protirakave lastnosti.  
Vrednost IC50 eeAChE za spojino 32 je bila 27,2 μM, medtem ko je bila Ki = 5 μM. Vredno 
je omeniti, da je spojina 32 edina inhibirala tudi eqBChE (IC50 = 26,6 µM, Ki = 13,3 µM) 
ter rekombinantno humano huAChE (IC50 = 1,5 µM, Ki = 5 µM). V inhibiciji slednje se je 
zelo približala prej omenjenim referenčnim vrednostim dobrih inhibitorjev AChE. Rezultati 
so primerljivi s kloridnim analogom - [RuCYM(5-nitrofenantrolin)Cl]Cl, ki ga je opisala 
Uzelac (2016). Predstavila je sledeče kinetične vrednosti: za inhibicijo eeAChE je bil 
IC50 = 26,2 μM in Ki = 15,72 μM; za inhibicijo huAChE je bil IC50 = 24,18 μM in 
Ki = 18,14 μM; za inhibicijo eqBChE je bila vrednost IC50 = 16,1 μM in Ki = 3,62 μM. 
Vseeno pa lahko ugotovimo, da zamenjava klorida z jodidom, nekaj prispeva k aktivnosti 
spojine. Za natančnejše zaključke bo potrebno narediti še več eksperimentov v sorodnih 
sistemih. 
Spojina 32 kljub temu ni primerna za inhibicijo GST, saj smo potrdili ugotovitev Uzelac 
(2016), da spojina, ki vključuje 5-nitro-1,10-fenantrolin, ni inhibitor GST. Do takšnega 
zaključka smo prišli zaradi spojine 33 oz. 5-nitro-1,10-fenantrolina, ki je ligand v spojini 32. 
Uzelac (2016) je v svojem diplomskem delu pod prvo zaporedno številko testirala 
5-nitro-1,10-fenantrolin na vse holinesterazne encime in GST. Predstavila je slednje 
kinetične vrednosti: za inhibicijo eeAChE je IC50 = 5,3 μM in Ki = 1,77 μM. Rezultata sta 
bila primerljiva z našim (IC50 = 1,2 μM in Ki = 1,3 μM). Njena rezultata za inhibicijo 
huAChE sta bila IC50 = 39,96 μM in Ki = 18,65 μM, medtem ko smo mi dobili višje 
vrednosti, in sicer IC50 = 122,6 μM in Ki = 72,4 μM. Rezultata za eqBChE v njeni diplomski 
nalogi sta bila IC50 = 3,99 μM in Ki = 0,66 μM in sta primerljiva z našim (IC50 = 5,3 μM in 
Ki = 1,3 μM). Zanimivo je, da so vrednosti v obeh študijah bile izven območja inhibitorne 
aktivnosti zoper GST. Iz tega sklepamo, da je 5-nitro-1,10-fenantrolin preverjeno dober 
antiholinergik, ne pa tudi zaviralec GST. Zaradi teh lastnosti bi ga lahko vključili v nove 
rutenijeve komplekse. 
Pri vzorcih, pri katerih smo testirali inhibicijo huAChE, smo dobili zanimiv rezultat za 
spojino 32, kjer je bila inhibicija humanega encima boljša kot pa pri holinesterazah 
živalskega izvora. V drugih študijah so namreč poročali o pojavu nižje aktivnosti inhibicije 
rekombinantnega humanega AChE v primerjavi z AChE živalskega izvora (Silva in sod., 
2016; Botić in sod., 2017; Cortes in sod., 2018). Zato smo pričakovali, da si bodo aktivnosti 
sledile v zaporedju eeAChE IC50 > eqBChE IC50 > huAChE IC50, dobili pa smo zaporedje 
huAChE IC50 > eqBChE IC50 > eeAChE IC50. Dvir in sod. (2010) navajajo kot možen razlog 
tega pojava majhno peptidno zanko, ki delno zakriva vhod v aktivno mesto, kar je pokazala 
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analiza kristalne strukture molekule. Iz tega sklepamo, da je huAChE nekoliko bolj odporna 
na inhibicijo v primerjavi z eeAChE živalskega izvora. 
Veliko število spojin je inhibiralo samo eqBChE. Te so 1, 3, 4, 5, 10, 11, 20, 30, 31, 32, 33 
in 35. Sklepamo, da je razlog v splošno znanem dejstvu, da lahko BChE zaradi nekoliko 
širšega aktivnega mesta nase veže večje substrate. 
V pretekli študiji (Ristovski in sod., 2018) smo opazili, da so največjo inhibitorno aktivnost 
pokazale spojine z labilno vezjo med rutenijem in kloridnim ionom (Slika 16, serija A). Ta 
vez zaradi hidrolize omogoča direktne interakcije rutenijevega iona z aminokislinskimi 
ostanki, ki usmerjajo rutenijev kompleks ob stiku z encimom. Spojine v seriji A lahko 
opišemo kot predzdravila aktivirana s hidrolizo (angl. hydrolisys-activated prodrugs). 
Zamenjava kloridnega iona z eno ali več molekulami S-DMSO upočasni ali ustavi 
inhibitorno aktivnost. 
Po pregledu seznama spojin (Preglednica 1) smo sklepali, da se bodo testne spojine zaradi 
različnih ligandov (npr. ligand S-DMSO, polipiridilni ligand, 1,4,7-tritiaciklononan, kloridni 
ion) različno obnašale ob stiku z encimi. Rezultati inhibitornih aktivnosti so pokazali, da 
S-DMSO ligand pri testnih spojinah (spojine: 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 28 in 29) nima vpliva 
na inhibicijo holinesteraz ter GST, tamveč služi samo stabilizaciji kompleksa. Ugotovili 
smo, da zamenjava kloridnega iona z eno ali več molekulami S-DMSO upočasni ali ustavi 
inhibitorno aktivnost. Enako velja za p-cimenski obroč pri vseh spojinah, v katerih je del 
strukture molekule. 
Tip inhibicije pri vseh vzorcih na vseh treh testiranih holinesterazah (eeAChE, huAChE in 
eqBChE) je reverzibilni kompetitivni tip, z dokaj nizkim μM območjem. Iz tega sklepamo, 
da se vse spojine vežejo z aktivnim mestom prostega encima in obenem tekmujejo z ACh za 
vezavo na anionsko mesto aktivnega žepa.  
Nobena spojina ni pokazala hemolitične aktivnosti, zato sklepamo, da uporaba teh spojin ne 
bi smela imeti negativnih stranskih učinkov z ozirom na poškodbe celičnih membran.  
Spojine, ki niso pokazale inhibitorne aktivnost na acetilholinesteraze, niso primerni 
kandidati za nadaljnja testiranja. Določene spojine, ki so zavirale BChE, predstavljajo 
potencialno uporabne učinkovine v poznejših fazah AB, ko prevzamejo funkcijo AChE. 
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6 SKLEPI 
V magistrskem delu smo ovrednotili aktivnost organorutenijevih kompleksov, njihovih 
prekurzorjev in ligandov kot potencialnih inhibitorjev eeAChE, huAChE, eqBChE in GST.  
Na podlagi naših rezultatov lahko sklepamo: 
- večina spojin ne inhibira eeAChE, samo 3 spojine so pokazale inhibitorno aktivnost; 
- najbolj obetaven rutenijev kompleks za nadaljnje študije je 32: Ru-niqphen-I/I; 
- inhibitorno aktivnost zoper eqBChE je pokazalo 12 spojin; 
- 2 spojini sta pokazali inhibitorno aktivnost zoper huAChE; 
- nobena spojina ni inhibirala GST;  
- nobena spojina ni izkazovala hemolitične aktivnosti. 
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7 POVZETEK 
Encimi so pomembne tarče zdravilnih učinkovin. Z njihovo inhibicijo lahko omilimo 
simptome bolezni, kot je npr. Alzheimerjeva bolezen (AB), ali ustavimo kaskado dogodkov, 
ki vodijo v razvoj raka. Inhibicija acetilholinesteraze (AChE) in butirilholinesteraze (BChE) 
ima ugoden učinek pri pacientih z AB. medtem ko inhibicija glutation S-transferaze (GST) 
zmanjša ali ustavi ekspresijo GST. V preteklih študijah so nekateri rutenijevi kompleksi že 
pokazali dobro anti-AChE, anti-BChE in anti-GST aktivnost in kot taki potrdili možnost 
terapevtske uporabe pri blaženju simptomov AB in zdravljenju raka kot večtarčna zdravila.  
V študiji smo z in vitro biokemijskimi testi testirali inhibitorno aktivnost 34 rutenijevih 
kompleksov, njihovih prekurzorjev in ligandov na komercialno dostopnem encimu eeAChE 
iz električne jegulje, rekombinantnem humanem encimu huAChE, encimu eqBChE iz 
konjskega seruma ter encimu GST izoliranem iz konjskih jeter. Vse metode so temeljile na 
merjenju sprememb absorbance. Preverili smo tudi, ali so spojine hemolitične. 
Rezultati študije so pokazali, da imajo testirani rutenijevi kompleksi majhno ali zmerno 
zaviralno aktivnost na holinesteraze, medtem ko pri GST ni bilo inhibicije.  
Maksimalna koncentracija vseh farmacevtsko zanimivih inhibitorjev je 50 μM. Iz povzetka 
rezultatov študije (Preglednica 6) lahko vidimo, da smo pri encimih živalskega izvora 
anti-AChE aktivnost določili pri 3 spojinah, od česar samo ena predstavlja rutenijev 
kompleks (spojina 32). Anti-BChE aktivnost smo določili pri 12 spojinah. Anti-AChE 
aktivnost smo testirali na treh spojinah, potrdili pa pri 2 spojinah. 
Najbolj obetaven kompleks za nadaljnje študije je spojina 32: Ru-niqphen-I/I. 
Nobena spojina ni bila hemolitična. 
Preglednica 6: Povzetek rezultatov spojin, ki so pokazale inhibitorno aktivnost pri vsaj enemu izmed testiranih 
encimov. Vrednosti so izražene v µM 
Spojina 
eeAChE huAChE eqBChE GST 
IC50 Ki IC50 Ki IC50 Ki IC50 Ki 
1 JS 02 051 / / / / 14 8,8 / / 
3 JB-Ru003 / / / / 16,4 6 / / 
4 KT037 / / / / 31 13,7 / / 
5 KT005 / / / / 27 9 / / 
10 KT030 / / / / 25,3 9,9 / / 
11 KT034 / / / / 38,7 14,6 / / 
20 KT040 / / / / 36,9 10,5 / / 
30 RuCYM / / / / 32,7 23,2 / / 
31 [Ru(bpy)2Cl2] / / / / 5,2 4,5 / / 
32 Ru-niqphen-I/I 27,2 5 26,6 13,3 1,5 5 / / 
33 niqphen 13,8 6,2 122,6 72,4 5,3 1,3 / / 
34 LK16-RuN / / / / 7 29 / / 
35 Nikotin 297,1 86,9 / / / / / / 
Neostigmin bromid 6,16 / / / 75,09 / - - 
Propidijev jodid 16,86 / / / 18,28 / - - 
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